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この論文の中で用いた省略語を以下に示す。
5-aminolevulinic acid ALA 
base pair(s) bp 
Celsius oc 
complementary DNA cDNA 
deoxyribonucleic acid DNA 
gram g 
hour h 
kilobase pairs kb 
kilodalton kD 






molar (mole / liter) M 
mole mol 
nanometer nm 
open reading frame ORF 
optical density OD 
picomole pmol 
plaque forming unit(s) pfu 
polymerase chain reaction PCR 
polypeptide chain release factor 1 RF-l 
polypeptide chain release factor 2 RF-2 
ribonucleic acid RNA 
sodium dodecyl sulfate SDS 





aspartic acid D 
cysteme C 
glutarnine Q 






















1990; Q'Neil and Sりl，1990) 0 ALAの合成経路は 2通り存在し、大腸菌を含む細菌や植物
の多くはグルタミン酸から始まる C5経路を用いるのに対し、動物や光合成細菌ではグリ
シンとスクシニル CoAから ALA合成酵素の働きで ALAが合成される (C4経路)(Jordan 















によ ってプロトポルフイリノーゲン IXの酸化を行う (Dailey，1990)。酸素依存型のプロ
トポルフィリノーゲンオキシダーゼは、枯草菌 (Hanssonet al.， 1997)、粘性細菌
(Dailey， H. A. and T. A. Dailey， ]996)、酵母 (Poulson，1976; Labbe and Labbe-Bois， 1990; 
Camadro et al.， 1994)、オオムギ (Jacobs and J acobs， 1987)、ウシ (Siepkeret al.， 1987)、



























ことがわかっている (Porraand Lascelles， 1968; Little and Jones， 1976; Jacobs et al.， 1982)。
葉緑体がヘム合成に関わる全ての酵素を持っているのに対し (Fuesleret al.， 1984; Bhaya 
























トポルフイリン IXを蓄積するため、可視光の下に置くと死に到る (Miyamotoet al.， 199]; 



















(Weiss et al.， 1984)。オペロンを構成する第 3の遺伝子、 hemKは、はじめは大腸菌にお
いてヘム合成の後半、すなわち ALAからプロトポルフイリン IXにいたる経路に関わる構





ことが明らかになった。サルモネラ菌 (Salmonellatyphimurium ; Elliott， 1989)、ヘモフイ
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ルス菌 (Haemophilusinfl附 'lzae;Fleischmann etal.， 1995)、Helicobacterpylori (Tomb et al.， 
1997)、Neisseriαgonorrhoeae(Gu and Genco， 1997)、Chlamμiatrachomatis (Stephens et al.， 
1998)、Borreliaburgdo約ri(Fraser et al.， 1997)、Treponemapallidum (Fraser et al.， 1998)、
Mycobacterium leprae (Robison， 1994)、Mycobacteriumtuberculosis (Cole etα1.， 1998)、
Mycoplasma pneumoniae (Himmelreich et al.， ] 996)、Mycoplasmαgenitallum(Fraser et al.， 
1995)、Bacillussubtillis (Presecan etαl.， 1997)、Aquifexaeolicus (Deckert et al.， 1998)、
Synechocystis sp. (Kaneko et al.， 1996)における HemKホモログは大腸菌 hemK遺伝子から
推定されるアミノ酸配列と 30%以上の相向性がある(図ト3) 0 hemK遺伝子の近傍にあ





hemK遺伝子と 60%の相向性を示す遺伝子が存在する。そのほか、 古細菌 Archaeoglobus
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た。 GenBankaccession numberは以下の通り 。E.coli， D90756; H. influenzae， U32830; C. 
















本研究で使用した大腸菌株は全て Escherichiacoli K-12株由来である。表 2-1にまとめた。
入ファージの取り扱いには LE392(supE44， supF58， hsdR514， gaLK2， gaL722， metB] ， trpR55， 
lac Yl)、プラスミドの調整などには DH5a(中80LacZL1M15，d(LacZYA-argR)U169， endAI， recA1， 




列ライブラリー (Koharaet aL.， 1987)に由来し、 3桁の数字の前に#をつけて記した。
2ふ培養条件
通常の大腸菌の培養には、 LB培地と入培地を、ファージの液体培地での調整には NZM
培地を使用した (Sambrooket al.， 1989)。各培地の組成を表 2-3に示す。プラスミドの単
離には Terrific培地 (Difco、Detroit、USA) を用いた。クロスストリークによる相補性の
テストは入プレート上で行った O 大腸菌の培養は原則として 370Cで行い、シロイヌナズナ
cDNAによる相補実験は 320Cで、行った。また入ファージのヒートインダクションは 450Cで
20分間行った。嫌気的条件での培養は Cotterらの方法 (Cotterand Gunsalus， 1989)に従い、
Gaspack Anaerobic Systems (BBL， Cockeysuille， USA) を用いて培養した。抗生物質は必要
に応じて以下の濃度で、加えた:アンビシリン、 50μg/ ml ;カナマイシン、 25μg/ ml ;クロ
ラムフェニコール、 20μg/ml。また、 5-アミノレプリン酸 (ALA)は滅菌水に溶解後 10μg
/ mlで、ヘム酸化物 (ヘミン)は O.4Nアンモニア水に溶解後 10μg/mlでLB培地に加え
た。プロトポルフイリノーゲンオキシダーゼの阻害剤アシフルオルフェン (Matringeet aL.， 
1989)は第 3章の図中に示した濃度で LB培地に加えた。
2-4.大腸菌の増殖の測定






W3110 Escherichia coli K-12野生株
DH5α 中80lacZdM15d(lacZYA-argめU169endA 1 recA 1 
hsdR17 deoR thi-] supE44 gyrA96 relA 1 
JC7623 recB21 recC22 sbcE44 sbcC201 
LE392 supE44 supF58 hsdR514 galK2 gal722 metB1 trpR55 
lαcY1 
CA274 HfrC lacZam125 trpam 
CA293 HfrC lacZoc659 trpam 
LS653 F lacZUGA659 leuUGA trpAam9605 hisam2 ilv-thyA -metB-
αrg/{ rif strAf (rpSL) 
VS200 CA274dhemH 
VSR800 VS200hemC-(入h倒的
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Kushner et al.， 1971 
Sambrook et al. 1989 
Russell etαl. 1970 
Altman et al. 1971 
Soll and Berg， 1974 
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pLFO LE392由来の αmiA-hemFオペロンを含む 2.1kb 本研究
をpMW118のEcoRI部位にクローン化したもの






LE392由来の αmiA-hemFオペロンの 5'領域 587bp 
をpMC1871由来の lacZに融合させ、 pMW118の
EcoRI部位にクローン化したもの















大腸菌 hemA遺伝子の 5'領域 1.5kbにlacZ遺伝子を
連結し、 pBR322のBαmHI部位にクローン化したも
の
hemA遺伝子の 5'領域 1.5kbにpMC1871由来の lacZ
遺伝子を連結し、 pMW118のBamHI部位にクロー
ン化したもの
pHBZ hemB遺伝子の 5'領域 1.8kbにMC1871由来の lacZ 本研究
遺伝子を連結し、 pMW118の印刷III-SmaI部位にク
ローン化したもの
クローニングベクター Sambrook et al.， 
1989 



































LB Bacto-tryptone (Difco) ]0 g 
Bacto-yeast extract (Difco) 5g 
NaCI 5g 
Agar powder (Difco) (固体培地の場合) ]5 g 
入 Bacto-tryptone (Difco) ]0 g 
NaCI 5g 
Agar powder (Difco) (固体培地の場合) ]5 g 
NZM NZ amine type A (Humko Sheffield) 10 g 
NaCI 5g 
MgCh・6H20 2g 






hemG遺伝子とその近傍を含む 11.7kbの Pstl断片を pUC118 (Sambrook et al.， 1989)に
クローン化したプラスミド (phemG) は、 hemG変異株VSR800(Nishimura et al.， 1995a) 
を相補するクローンとして大腸菌 W3110ゲノムライブラリーから選択したohemG遺伝子
を欠失させるために phemGをhemG遺伝子内に認識部位のある EcoRIで切断し、 pUC4-
KAPA (Amersham Pharmacia Biotech、Uppsala、Sweden)由来のカナマイシン耐性遺伝子
カセットに置き換えた(図 2-1)。カナマイシン耐性遺伝子に置換した hemG遺伝子とそ
の近傍を Pstlで切断して分離し、大腸菌 JC7623(Kushner et al.， 1971)にエレクトロポレ
ーション法 (Doweretal.，1988)で導入した O 相同組替えによって野生型 hemG遺伝子が
hemG欠失形質に置き換わった株をカナマイシンを含む LB培地で選択し、JG285と命名し
た。 JG285由来の P1ファージ液を用いた Pl形質導入(Ikedaand Tomizawa， 1965)によっ
てhemG欠失形質を LE392(Sambrook et al.， 1989)に導入し、得られた株を LG285と命名
した。
2-5-2. hemF遺伝子欠失大腸菌株の作製
hemF遺伝子とその近傍を含む 1.4kbのフラグメントを LE392ゲノム DNAからPCR法
を用いて増幅し、 pUC118の BamHI部位にクローン化した (phemF)。高コピープラスミ
ドpHSG399(Takeshita et al.， 1987)をAccIIで切断して得たクロラムフ ェニコール耐性遺
伝子を含む断片を phemFの hemF遺伝子内にある PshAI部位に挿入し、 hemF欠失形質を
含むプラスミド (pdhemF)を作製したo p企hemFを用い、上記の方法に従って hemF遺伝
子欠失大腸菌株を作製した。
2-5-3. hemK遺伝子欠失大腸菌株の作製
小原らのクローン#247(Kohara et al.， 1987) をSaLIとHindIIIで切断することによ って
pが4遺伝子と hemK遺伝子を含む DNA断片を分離し、 pUC19(Sambrook et al.， 1989)の
おII-HindIII部位にクローン化し、p企Salを得た。p企SalをhemK遺伝子内にある SacIIとKpnI
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方法 (Miller，1972)に従った。大腸菌一夜培養液を遠心して集菌した後、 等量の0.1M ク
エン酸緩衝液 (pH5.5)で2回洗浄し、 MNNGを最終濃度 100μg/mlで加えて 370Cで培










ポルフィリン類、の抽出は Coxらの方法 (Coxand Charles， 1973)に従った。大腸菌は 370C、









はJacobsらの方法 (Jacobsand Jacobs， 1982)に従った O 大腸菌は指数増殖期まで培養し、
滅菌水で、洗浄後、緩衝液 (10mM Tris-HCl， pH 8.0， 10 %グリセロール)に懸濁した。超音
波処理 (30秒を 5回)した反応液にプロトポルフイリノーゲンを加え、 370C(シロイヌナ
ズナの cDNAクローンの際は 320C)にて 30分間反応させた。反応液200μlの組成は以下
の通りである:100 mM Tris-HCl， pH8.7、10mM 2-メルカフトエタノール、 0.3% Tween 20、
16 
<材料と方法>
5 mMEDTA、5mMプロトポルフイリノーゲン IX、細胞破砕液のI-j青。 形成されたプロ
トポルフイリン濃度は紫外可視蛍光吸光分光光度計を用いてプロトポルフイリンに固有
の蛍光 (403nmの励起光に対する 633nmの発光;Rebeiz et al.， 1974)をもとに測定 した O
穴のプロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ活性は、細胞破砕液を加えない反応液中で形
成される自動酸化によるプロトポルフイリノ ーゲン濃度を基準値とし、タンパク質量によ
る平均化を行って算出した。なお、タンパク質量はCoomasiebrilliant blue (Bradford， 1976) 
を用いて算出した。
2-9-2. コフ。ロポルフィリノーゲンオキシダーゼ活性の測定
コプロポルフィリノーゲンオキシダーゼ活性の測定は Kohnoらの方法 (Kohnoet al.， 
1993)に従った。反応液 200μlの組成は以下の通りである:10 mM Tris-HCI， pH 7.4、 10mM
Zメルカ プ トエタノール、 10mMコプロポルフイリノーゲン皿、細胞破砕液の上清。 370C
で 30分反応させ、形成されたプロトポルフイリノーゲン IXは蛍光燈下に置きプロトポル




αmiA-hemFオペロンの上流領域 221bpとコーデイング領域 366bpを含む 587bpの
EcoRI-BglII切断断片を pLFO及びpNFO(表 2-2)から分離し、 lacZ融合遺伝子作製用ベ
クター pMC1871 (Amersham Pharmacia)のBamHI部位に挿入した。融合遺伝子をEcoRI




中屋敷ら (Nakayashikiet al.， 1995b)が作製した pBRhemA-IacZはhemA遺伝子の上流領
域 1.0kbとコーデイング領域 0.5kbをpMC1871由来の lacZ遺伝子に融合させ、プラスミ
ドベクター pBR322(Sambrook et al.， 1989) にクローン化したものである o pBRhemA-IacZ 
の挿入配列を BamHIで切断して分離し、 pMW118のBamHI部位に挿入したクローン













シロイヌナズナ cDNAライブラリー (Arabidopsisthaliana L. coJumbia デーStretchcDNA 
library)はClontech(Palo Alto、USA)から入手したo cDNAライブラリーを増幅後、大腸









mRNAを合成し (Riboprobekit ; Promega、Madison、USA)、ウサギ網状赤血球抽出液中
で翻訳しピオチン化リシル tRNAでラベルした (ECLin vitro translation system ; Amersham 
Pharmacia)。これを SDS-ポリアクリルアミドゲル (10%)で電気泳動後メンブレンへ転




はカリフォルニア大学生物学部の伊藤寿朗博士ら (Itoet al.， 1994)が作製されたものをお
借りした。プローブにはe2p]でラベルしたシロイヌナズナプロトポルフイリノーゲンオキ
シダーゼ cDNAの 1318bpのEcoRI断片を用いた。プレハイブリダイゼーション、ハイブ
リダイゼーションは 420Cで行い、洗いは 2XSSC / 0.] % SDSで420Cで 20分間ずつ 4回、
65








Ver. 2 kit (United States Biochernical、Cleveland、USA)を用いた。DNA塩基配列およびア
ミノ酸配列の解析などには解析プログラム:GENETYX-MAC Ver. 8.0 (ソフトウ ェア開発、
東京)、マルチアライメントには CLUSTALW Ver. 1.4 (Thompson et al.， 1994)を使用し
た。相向性の検索にはFASTA(Pearson and Lipman， 1988)、BLAST(Altschul et al.， 1990) 
等のプログラムと Srnithand Watermannのアルゴ、ニズム (Smithand Waterman， 1981)によ
るMPsearchを用いた。DNAデータベースには GenBanlふ EMBL、DDBJを、タンパク質
データベースには SWISS-PROT、PIR、PRF、PDBSTRを利用した。PCT(Intemational 





5'-ATC GCC ACA GCG ATT GCT GA-3' 
5'-AAA ATC TCC ATC AGC CTG CA-3' 
大腸菌 amiA-hemFオペロンを増幅するのに用いたプライマーの塩基配列を以下に示し
t.:o 
5'-GAA TTC GTT ACC TTT TTG CGG G-3' 
5'-GAA TTC TGG CAT CTG GGG CAA T-3' 
大腸菌 hemN遺伝子を増幅するのに用いたプライマーの塩基配列を以下に示した。
5'-GGA TCC ACG TAT TGG CAG TAA-3' 




5'-TTT GCC GTC GAA TTC TGC GT-3' 
5'-GAC CAT GGA AGT GGC GCA GC-3' 
2・17.その他の方法
大腸菌、ファージの取り扱い、プラスミドの調整、制限酵素処理、クローニングなどの











JG285を得た。次いで JG285から P1形質導入により hemG欠失変異をLE392に導入し、
LG285を得た。JG285、LG285はLB寒天培地上で小さいコロニーを形成し、液体培地で
の増殖も悪かった。また、 hemG遺伝子のみを挿入したλクローン、入gxx1 (Nishimura et al.， 
1995a)を導入することによ って増殖が回復した (図3-1、図 3-2)。
申請者らは最近、培地中に加えたヘム酸化物に依存して増殖を回復する大腸菌変異株
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(Troup et al.， 1994)のコーデイング領域を含んで、いることがわかった(図 3-4)。しかし
ながら、 N13由来の hemF遺伝子の塩基配列はデータベースに登録されている配列 (Troup
et al.， 1994; Blattner et al.， 1997)と同一であり、変異した塩基は含まれていなかった。
このため、 hemF遺伝子を含むプラスミドクローンによる LG285の相補は hemF遺伝子







EcoRI P Bgnl EcoRI 
rJP 町 -amiA hemF 
phemF 
pLFO / pNFO 
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J LE392に各プラスミドクローンを導入し、 50μg/ mJのアンピシリンを含むLB液体培地
中で培養した後、第 2章に記した方法で反応液を調整した。


















10 2 4 6 8 
培養時間(時間)
.001 


















10 2 4 6 8 
培養時間(時間)
.001 


















及びN13のゲノム DNAから PCR法を用いて増幅し、低コビープラスミド pMW118にク
ローン化した。LE392由来のamiA-hemFオペロンを含むクローン (pLFO)を導入したLG285
では増殖は回復せず、 N13由来のクローン (pNFO) を導入した時のみ LG285の増殖が回
復した(図 3-7)。
次に、 pLFOとpNFOの5'領域に lacZ遺伝子を融合させ、 s-ガラクトシダーゼ活性を測
定することによって amiA遺伝子の 5'上流領域でのプロモーター活性を比較した。表 3-2




pLFO及びpNFOについて、 αmiA遺伝子の 5'領域の塩基配列を決定したところ、 LE392
由来の配列はデータベースに登録されている配列 (Troupet al.， 1994; Blattner et al.， 1997) 




原因であると考えた。また、 αmiA遺伝子の 3'側から hemF遺伝子のみが転写されている可























表3-2 N13における αmiA-hemFオペロンのプロモーター活性 l
プラスミドクローン 由来 P-ガラクトシダーゼ活性 2
好気的条件 嫌気的条件
?? ??? LE392 337 242 
pNFZ N13 1243 439 
I DH5αに各プラスミドクローンを導入し、50μg/mlのアンピシリンを含む LB液体培地中
で 600nm での吸光度が 0. 35 ~ 0.5 になるまで培養した。
2 s-ガラクトシダーゼは Millerの定義による単位 (1単位二1時間にタンパク質 1mgによ




1 a七七cgttacc七七七七七gcggg七taaaaggctga七七a七ggcgtgaacgg七cg 50 
51 aa均一七一……七C叫七g…ag七gg~-t_ggggl 100 






シトシン残基をグレーで示した。 Troupら (Troupet al.， 1994)が指摘したσ70依存型プロ
モーターの-10及び-30領域を実線で、 N13におけるプロモーター活性の上昇に関与してい












ークを行った結果、 3クローン (#1、#5、#21)がVSR800を相補した。それぞれの DNA
を分離して調べたところ、 3クローンすべてに 1.3kbと0.4kbの 2つの EcoRI切断断片が
同時にクローン化されていることがわかった。これらの 3クローンは同ーの挿入配列を含
んでいると推定し、代表して#1を入gt11AGE17と命名し、以後の解析に用いたoAgtl1AGE17 






ことを確認した(図 3-10、図 3-11)。プラスミド DNAをEcoRIで切断して調べたところ、
これらのクローンには入gtl1AGE17と同様に 1.3kbと0.4kbの2つの EcoRI切断断片が挿
入されており、 AccI、EcoRVでの切断パターンから 2つの EcoRI切断断片の方向はすべて
入gtllAGEl7と同方向であることがわかった。これら入gtllAGE17の挿入断片を再クローン
化したプラスミドクローンを pAGE17と命名した(図 3-12)0 pAGE17のどちらかの EcoRI











液中のプロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ活性は 15.81pmol protoporphyrin formed / 























VS2003 + pUC118 
VSR800 + pAGE17 




































---{トー - 1 mM 
一一也「ー 5mM 
一一骨ー 20mM --.←-100 mM 
一一-0-ー ー OmM 
--cト- 1mM 
一一合一一 5mM 
一一ー トー ー 20mM 
一・Fー 100mM 
????
? ? ? ?


































導入したVSR800では 15.81pmol protopo中hyrinformed / mg protein / h、DH5αで、は 10.13





537アミノ酸をコードすると推定される 1つの ORFを含んでいた (図3-15)。アミノ酸
次配列から推定される分子量は57.7ゆであった。
アミノ酸一次配列をもとにタンパク質データベースと相向性検索を行った結果、枯草菌
(Bacillus subtilis)プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ (Hanssonand Hederstedt， 1992) 
と26%、ヒト (Homosapiens)プロトポルフイリノーゲンオキシダーゼ (Nishimuraet al.， 
1995b)と22%、マ.ウス (Musmusculus)プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ (Taketani




いた (Brandschet al.， 1987; Bach et al.， 1988; Ito et al.， 1988; Van Beeumen et al.， 1991; Lang et 
al.， 1991; Gari et al.， 1992)。また、他種のプロトポルフィリノーゲンオキシダーゼと比較
すると、pAGE17の塩基配列から推定されるアミノ酸配列にはアミノ末端に約 50アミノ酸
残基からなる付属的な配列が存在することがわかった。大腸菌プロトポルフィリノーゲン
オキシダーゼ (Sasarmanet al.， 1993; Nishimura et al.， 1995a)との有効な相向性は認められ
なかった。
植物のプロトポルフイリノーゲンオキシダーゼに関しては、最近タバコ (Nicotiana
tabacum)とポテト (Solanumtuberosum)でそれぞれ2種類の cDNAが単離され、 一方が
葉緑体に、もう 一方がミトコンドリアに局在することが報告された (Lermontovaet al.， 






10 20 30 40 50 60 70 80 
GAATTCTCTGCGATTTCCATGGAGTTATCTCTTCTCCGTCCGACGACTCAATCGCTTCTTCCGTCGTTTTCGAAGCCCAA 
M E L S L L R P T T Q S L L P S F S K P N 
90 100 110 120 130 140 150 160 
TCTCCGATTAAATGTTTATAAGCCTCTTAGACTCCGTTGTTCAGTGGCCGGTGGACCAACCGTCGGATCTTCAAAAATCG 
L R L N V Y K P L R L R C S V A G G P T V G S S K 1 E 
170 180 190 200 210 220 230 240 
AAGGCGGAGGAGGCACCACCATCACGACGGATTGTGTGATTGTCGGCGGAGGTATTAGTGGTCTTTGCATCGCTCAGGCG 
G G G G T T 1 T T D C V 1 V G G G 1 S G L C 1 A Q A 
250 260 270 280 290 300 310 320 
CTTGCTACTAAGCATCCTGATGCTGCTCCGAATTTAATTGTGACCGAGGCTAAGGATCGTGTTGGAGGCAACATTATCAC 
L A T K H P D A A P N L 1 V T E A K 0 R V G G N 1 1 T 
330 340 350 360 370 380 390 400 
TCGTGAAGAGAATGGTTTTCTCTGGGAAGAAGGTCCCAATAGTTTTCAACCGTCTGATCCTATGCTCACTATGGTGGTAG 
R E E N G F L W E E G P N S F Q P S 0 P M L T M V V 0 
410 420 430 440 450 460 470 480 
ATAGTGGTTTGAAGGATGATTTGGTGTTGGGAGATCCTACTGCGCCAAGGTTTGTGTTGTGGAATGGGAAATTGAGGCCG 
S G L K 0 0 L V L G 0 P T A P R F V L W N G K L R P 
490 500 510 520 530 540 550 560 
GTTCCATCGAAGCTAACAGACTTACCGTTCTTTGATTTGATGAGTATTGGTGGGAAGATTAGAGCTGGTTTTGGTGCACT 
V P S K L T 0 L P F F 0 L M S 1 G G K 1 R A G F G A L 
570 580 590 600 610 620 630 640 
TGGCATTCGACCGTCACCTCCAGGTCGTGAAGAATCTGTGGAGGAGTTTGTACGGCGTAACCTCGGTGATGAGGTTTTTG 
G 1 R P S P P G R E E S V E E F V R R N L G 0 E V F E 
650 660 670 680 690 700 710 720 
AGCGCCTGATTGAACCGTTTTGTTCAGGTGTTTATGCTGGTGATCCTTCAAAACTGAGCATGAAAGCAGCGTTTGGGAAG 
R L 1 E P F C S G V Y A G 0 P S K L S M K A A F G K 
730 740 750 760 770 780 790 800 
GTTTGGAAACTAGAGCAAAATGGTGGAAGCATAATAGGTGGTACTTTTAAGGCAATTCAGGAGAGGAAAAACGCTCCCAA 
V W K L E Q N G G S 1 1 G G T F K A 1 Q E R K N A P K 
810 820 830 840 850 860 870 880 
GGCAGAACGAGACCCGCGCCTGCCAAAACCACAGGGCCAAACAGTTGGTTCTTTCAGGAAGGGACTTCGAATGTTGCCAG 
A E R 0 P R L P K P Q G Q T V G S F R K G L R M L P E 
890 900 910 920 930 940 950 960 
AAGCAATATCTGCAAGATTAGGTAGCAAAGTTAAGTTGTCTTGGAAGCTCTCAGGTATCACTAAGCTGGAGAGCGGAGGA 
A 1 S A R L G S K V K L S W K L S G 1 T K L E S G G 
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 
TACAACTTAACATATGAGACTCCAGATGGTTTAGTTTCCGTGCAGAGCAAAAGTGTTGTAATGACGGTGCCATCTCATGT 






1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 
TGCAAGTGGTCTCTTGCGCCCTCTTTCTGAATCTGCTGCAAATGCACTCTCAAAACTATATTACCCACCAGTTGCAGCAG 
A S G L L R P L S E S A A N A L S K L Y Y P P V A A V 
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 
TATCTATCTCGTACCCGAAAGAAGCAATCCGAACAGAATGTTTGATAGATGGTGAACTAAAGGGTTTTGGGCAATTGCAT 
S I S Y P K E A I R T E C L I D G E L K G F G Q L H 
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 
CCACGCACGCAAGGAGTTGAAACATTAGGAACTATCTACAGCTCCTCACTCTTTCCAAATCGCGCACCGCCCGGAAGAAT 
P R T Q G V E T L G T I Y S S S L F P N R A P P G R工
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 
TTTGCTGTTGAACTACATTGGCGGGTCTACAAACACCGGAATTCTGTCCAAGTCTGAAGGTGAGTTAGTGGAAGCAGTTG 
L L L N Y I G G S T N T G I L S K S E G E L V E A V D 
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 
ACAGAGATTTGAGGAAAATGCTAATTAAGCCTAATTCGACCGATCCACTTAAATTAGGAGTTAGGGTATGGCCTCAAGCC 
R D L R K M L工 K P N S T D P L K L G V R V W P Q A 
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 
ATTCCTCAGTTTCTAGTTGGTCACTTTGATATCCTTGACACGGCTAAATCATCTCTAACGTCTTCGGGCTACGAAGGGCT 
I P Q F L V G H F D I L D T A K S S L T S S G Y E G L 
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 
ATTTTTGGGTGGCAATTACGTCGCTGGTGTAGCCTTAGGCCGGTGTGTAGAAGGCGCATATGAAACCGCGATTGAGGTCA 
F L G G N Y V A G V A L G R C V E G A Y E T A I E V N 
1610 1620 1630 1640 1650 1660 
ACAACTTCATGTCACGGTACGCTTACAAGTAAATGTAAAACATTAAATCTCCCAGCTTGCGTG 



















































弘前哨SRAP一一一一CPP献なI 園SS咽む置咽RSVRGPN岳 会FiI圏 RGIR'~;，;~ 工RGP----SPPKVIL 冒GSI晶画w圃R護団GS坦AJfF画工ERGIR
PS-一一-DPMLT溜v愛S8 くDD義一一-VLID-PTAP-i場L町一-IK説RP箔考KLTDLPFFD















pAGE17の塩基配列から推定されるアミノ酸配列 (A.thaliana)と枯草菌 (B.subtilis ; 













































pAGE17の塩基配列から推定されるアミノ酸配列 (A.thaliana ct) とタバコ (tobaco)、






ノーゲンオキシダーゼで保存されている残基を黒で表した。 GenBankaccession number は
次の通り:tobaco.ct、Y13465; potato.ct、AJ225107 ; tobaco.mt、Y13466; potato.mt、AJ2251080 
A. thaliana mtの特許登録番号は PCT/US97/033430
47 


























































ベクター Bluescript(KS+)(Sambrook et al.， 1989)のSmaI部位にクローン化した。得られた
クローンのうち、プロトポルフイリノーゲンをコードすると推定される ORFが
Bluescript(KS+)のT7RNAポリメラーゼのプロモーターに対して)1買方向に挿入されたクロ
ーンを pBAGE177、逆方向に挿入されたクローンを pBAGE173とした(図 3-18)。
これら 2つのクローンを用い、 Bluescript(KS+)にある T7RNAポリメラーゼのプロモー
ターを利用して invitroでmRNAを合成し、ウサギ網状赤血球抽出液中で翻訳して SDS-
ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行った。その結果、 pBAGE177由来のmRNA翻訳
産物から約 58ゆと 55kD付近にバンドが現れた(図 3-19)。
3・2・5.サザンプロッティングによる解析





















































pBAGE177 (レーン 1)及びpBAGE173(レーン 2)をinvitroで転写、翻訳し、 SDSポ
リアクリルアミドゲルで電気泳動した後ストレプトアピジン-HRPと化学発光試薬を用い










































クロラムフェニコール耐性遺伝子で置換し、 pdhemKを作製したO 続いて pdhemKの挿入
断片を大腸菌 JC7623に導入し、細胞内での相同組替えによって生じた hemK遺伝子欠失
変異株 JK783を得た。 JK783と、 JK783から P1形質導入により hemK遺伝子欠失変異を
LE392に導入した LK783は、 LB寒天培地上で小さいコロニーを形成し、液体培地での増
殖も悪かった(図 3-22) 0 hemK遺伝子のみを含むプラスミド (phemK)を導入すると、































? ? ? ?
LK783 
0.1 
? ? ? ?
LE392 
0.01 

























染色体上約 65分に存在する 3.2kbのEcoRI切断断片であり(図 3-25)、pゲB遺伝子(Caskey
et al.， 1984a)及び recJ遺伝子 (Lovettand Kolodner， 1989)がこの中に含まれていた。LLR201
由来の挿入断片を PvuII部位で切断し、それぞれを pUC118にクローン化して LK783に導
入したところ、ペプチド鎖解離因子2(RF-2) をコードする p'プB遺伝子を含むクローン
(pRRB)だけが増殖を回復させることがわかった。同じ領域を LE392ゲノム DNAから





シンに変わっていたO 報告されている大腸菌野生型pゲB遺伝子 (Craigenet al.， 1985)では
601残基目はグアニンであるのに対し、 LLR201、HLR201、LE392のp'プB遺伝子ではこの















• HLR201 ah LLR201 

















































10 20 30 40 50 60 70 80 
acagcggctggtgggcgaacgtcatttgaaggtgatggtcgaaccggtcggcggcggtccactgctggatggtattgctt 
90 100 110 120 130 140 150 160 
ttaatgtcgataccgccctctggccggataacggcgtgcgcgaagtgcaactggcttataagctcgatatcaacgagttt 
170 180 190 200 210 220 230 240 
cgcggcaaccgcagcctgcaaattatcatcgacaataヒctggccaatttagcgtcatcttctctataaaaaagagcgtgg
250 260 270 280 290 300 310 320 
attgggtacaatcccgctcttatcaccgcattttgactagctcaataaaagaaatcagaccatgtttgaaattaatccgg 
M F E 1 N P V 
330 340 350 360 370 380 390 400 
ヒaaataatcgcattcaggacctcacggaacgctccgacgttcttagggggtatctttgactacgacgccaagaaagagcg
N N R 1 Q D L T E R S D V L R G Y L D Y D A K K E R
410 420 430 440 450 460 470 480 
tctggaagaagtaaacgccgagctggaacagccggatgtctggaacgaacccgaacgcgcacaggcgctgggtaaagagc 
L E E V N A E L E Q P D V W N E P E R A Q A L G K E R 
490 500 510 520 530 540 550 560 
gttcctccctcgaagccgttgtcgacaccctcgaccaaatgaaacaggggctggaagatgtttctggtctgctggaactg 
S S L E A V V D T L D Q M K Q G L E D V S G L L E L 
570 580 590 600 610 620 630 640 
gctgtagaagctgacgacgaagaaacctttaacgaagccgttgctgaactcgacgccctggaagaaaaactggcgcagct 
A V E A D D E E T F N E A V A E L D A L E E K L A Q L
650 660 670 680 690 700 710 720 
tgagttccgccgtatgttctctggcgaatatgacagcgccgactgctacctcgatattcaggcggggtctggcggtacgg 
E F R R M F S G E Y D S A D C Y L D 1 Q A G S G G T E 
730 740 750 760 770 780 790 800 
aagcacaggactgggcgagcatgcttgagcgtatgtatctgcgctgggcagaatcgcgtggtttcaaaactgaaatcatc 
A Q D W A S M L E R M Y L R W A E S R G F K T E 1 1 
810 820 830 840 850 860 870 880 
gaagagtcggaaggtgaagtggcgggtattaaatccgtgacgatcaaaatctccggcgattacgcttacggctggctgcg 
E E S E G E V A G 1 K S V T 1 K 1 S G D Y A Y G W L R 
890 900 910 920 930 940 950 960 
tacagaaaccggcgttcaccgc圃tggtgcgtaaaagcccgtttgactccggcggtcgtcgccacacgtcgttcagctccg
T E T G V H R 圃 V R K S P F D S G G R R H T S F S S A 
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 
cgttヒgtttatccggaagttgatgatgatattgatatcgaaatcaacccggcggatctgcgcattgacgtttatcgclcg
F V Y P E V D D D 1 D 1 E 1 N P A D L R 1 D V Y R園
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 
ヒccggcgcgggcggtcagcacgttaaccgtaccgaatctgcggtgcgtattacccacatcccgaccgggatcgtgaccca
S G A G G Q H V N R T E S A V R 1 T H 1 P T G 1 V T Q 
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 
gtgccagaacgaccgttcccagcacaagaacaaagatcaggccatgaagcagatgaaagcgaagctttatgaactggaga 
C Q N D R S Q H K N K D Q A M K Q M K A K L Y E L E M 
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 ユ280
tgcagaagaaaaatgccgagaaacaggcgatggaagataacaaatccgacatcggctggggcagccagattcgttcttat 
Q K K N A E K Q A M E D N K S D 1 G W G S Q 1 R S Y 
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 
gtccttgatgactcccgcattaaagatctgcgcaccggggtagaaacccgcaacacgcaggccgtgctggacggcagcct 
V L D D S R 1 K D L R T G V E T R N T Q A V L D G S L 
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 
ggatcaatttatcgaagcaagtttgaaagcagggttatgaggaaccaatatgtctgaacaacacgaaaaaaaaaaaaaaa 
a 














た。大腸菌 CA274(Russell et al.， 1970)、CA293、LS653はlacZ遺伝子中にそれぞれアン




















菌株 lacZ遺伝子内の s-ガラクトシダーゼ活性 l
ナンセンスコドン
pUCl18 pLRB pRRB 
CA274 UAG 4.2 2.7 14.0 
CA293 UAA 1.1 1.2 く0.1
LS653 UGA 22.8 25.7 0.6 






菌株 lacZ遺伝子内の s-ガラクトシダーゼ活性 2
ナンセンスコドン
hemK:野生型 hemK::Cmr3 
CA274 UAG 4.2 4.1 
CA293 UAA 3.6 8.8 










大腸菌では UAAコドンは主に RF-1によって認識される (Rydenand Isaksson， 1984; 
Kawakami et al.， 1988)ことから、大腸菌 hemK遺伝子欠失変異株では RF-1のUAAコドン
におけるペプチド鎖解離活性の低下が原因となり増殖が悪化していることが考えられた。










プロモーターの下流にクローン化したプラスミドクローン (pprfA) を作製し、 LK783に































(Matsuyama et al.， 1997)、kdsAはリポ多糖の生合成に関わる酵素 (2-dehydro-3-





菌株 l hemKの遺伝型 s-ガラクトシダーゼ活性 2
hemA-lacZ hemB-lacZ 
CA293 野生型 2900 310 
CK783 hemK::Cml
・3 280 410 
1 CA293とCK783の増殖条件を近づけるために双方の菌株に pRRBを導入し、 50μg/ ml 
のアンピシリンを含む LB液体培地中で 600nmでの吸光度が 0.35-0.5になるまで培
養した。
































































キシダーゼがポルフイリノーゲンを酸化することが知られており (Yamatoet al.， 1995; 
J acobs et al.， 1996)、何らかの変異によ ってこれらの酵素が inνivoでプロトポルフィリノ




ルフイリン IXは光増感剤であ り、光によって励起され活性酸素種を発生する (Itoand Ito， 
1988)。このため細胞内のプロト ポルフ イリン IXの蓄積量は抑え られていると考えられ

























(phemF)を導入すると LG285の増殖を回復させた (図 3-5)o2)N13における ωniA-hemF
オペロンのプロモーター活性は、amiA遺伝子の 5'上流領域に起きた変異によって 3.7倍に

















and Elliott， 1993; Hungerer et al.， 1995; Kaneko et al.， 1996)、酵母 (Zagorecet al.， 1988)、植
物 (Madsen，et al.， 1993; Kruse， etal.， 1995)、動物 (Kohnoet al.， 1993; Martasek ef al.， 1994; 
Taketani et al.， 1994)のコプロポルフイリノーゲンオキシダーゼと高い相向性を持っている
ことから、他の生物のコプロポルフィリノーゲンオキシダーゼにもプロトポルフイリノー
ゲンオキシダーゼ活性が備わっていることが期待される。実際、竹谷ら (Taketaniet al.， 
1994)が単離したマウスのコプロポルフィリノーゲンオキシダーゼをクローン化したプラ
スミドは LG285を相補することが確認された O したがって、プロトポルフィリノーゲン
IXを酸化する活性は、酸素依存型コプロポルフイリノーゲンに存在する普遍的な活性であ
ることが予想される。 Hanssonら (Hanssonand Hederstedt， 1994; Hansson et al.， 1997) は枯

















(Mukhopadhyay and Schellhorn， 1997) 0 OxyRは過酸化水素によって転写が活性化される
遺伝子の調節因子として知られており、活性酸素の消去に働くカタラーゼをコードする
katGなどの酸素スト レスに対応するための多くの遺伝子の転写を活性化する (Tartagliaet 
































































阻害する薬剤であり (Matringeet aL.， 1989 )、ジフェニルエーテル系の農薬として使用さ
れている。大腸菌野生株の増殖はアシフルオルフェンによって阻害されなかったのに対し、




















これは第 1節で示したコプロポルフィリノ ーゲンオキシダーゼや、 ペルオキシダーゼ
(Yamato etal.， 1995; Jacobs etal.， 1996)による活性であると考えられる。
アシフルオルフ ェン等のジフ ェニルエーテル系の農薬がプロトポルフイリノーゲンオ
キシダーゼを阻害することは、 トウモロコシ、ポテト (Matringeet al.， 1989)、キュウリ
(Witkowski and Halling， 1989)、オオムギ (Jacobset al.， 1991)、エンドウ (Matringeet al.， 
1992)、レタス (Camadroet al.， 1994)において知られている。シロイヌナズナのプロト
ポルフイリノーゲンオキシダーゼ活性もアシフルオルフ ェンによ って阻害され (図3-14)、
酵素活性を 50%阻害するのに必要なアシフルオルフェンの濃度:800 nMは、 トウモロコ
シの葉緑体とミトコンドリアで測定した値:500 nM (Camadro et al.， 1991)とよく 一致す
るものであった。
pAGE17の挿入断片の塩基配列を決定 した結果、この cDNAが 537アミノ酸残基のタン
パク質をコードする 1つの連続した ORFからなることがわかった。推定されるアミノ酸
配列のアミノ末端にはフラピンを含む酵素に共通して見られるグリシン残基配列:
GXGXXG (Brandsch et al.， 1987; Bach et al.， 1988; Ito et al.， 1988; Van Beeumen et al.， 1991; 







ている (Fuesleret al.， 1984; Bhaya and Castelfranco， 1985)。これに対して植物のミトコン
ドリアでは PPOXとフエロケラターゼの活性は干食出されているが (Porraand Lascelles， 





の双方で検出されている (Jacobset al.， 1982) のに加え、細胞膜にもプロトポルフィリノ







ら (Lermontovaet al.， 1997)は最近、タバコのプロトポルブイリノーゲンオキシダーゼを
コードする 2種類の cDNAを単離し、抗体を作製してそれぞれの酵素が葉緑体またはミト
コンドリアの分画に局在することを示したO また、ポテトのプロトポルフイリノーゲンオ
キシダーゼについても 2種類の cDNAが単離され、タバコの酵素との相向性から 一方が葉























































hemK遺伝子欠失変異株である LK783は、中屋敷ら (Nakayashikiet al.， 1995)が分離し
たhemK遺伝子変異株 HI03と同様に、増殖が悪かったohemK遺伝子のみを含むプラスミ


















より RF-2のペプチド鎖解離活性が上昇していることがわかった (表 3-3)。本節では変異
型 RF-2がhemK遺伝子欠失変異株の増殖を回復させる仕組みを検討することによって
hemK遺伝子の機能を推定する。
真正細菌は 2種類のペプチド鎖解離因子 (RF-I、RF-2) を持ち、 一般的に RF-1が UAG
コドンと UAAコドンを、RF-2がUAAコドンと UGAコドンの終始コドンを認識しリボゾ
ームの P部位に結合した tRNAとペプチド鎖のカルボキシル末端の聞のエステル結合を加
水分解することによってペプチド鎖をリボゾームから解離するとされている (Caskeyef al.， 
1984b)。しかし実際は UAAコドンは RF-lとRF-2によって同等に認識されるのではなく、
どちらか一方のペプチド鎖解離因子によって優先的に認識される。 UAAコドンと RF-1、
RF-2との親和性は細菌種によ って異なり 、大腸菌では RF-lが UAAコドンでのペプチド
鎖の解離を行うのに対し、サルモネラ菌では RF-2がこれを行う (Ryd印刷Isaksson，1984; 





であるのに対してサルモネラ菌ではアラニンであり、宇野ら (Unoet al.， 1996)はこの残
基を置換することによって大腸菌RF-2の活性がサルモネラ菌のRF-2の活性に近くなるこ
と、すなわち、 UAAコドンにおけるペプチド鎖解離活性が上昇することを示した。LLR201
来の RF-2のペプチド鎖解離活性は UAAコドンと UGAコドンの両方で上昇していたが
(表 3-3)、UGAコドンの認識は RF-2の本米の機能であることから、 UAAコドンの認識
こそが変異型 RF-2が獲得した形質であり、 hemK遺伝子変異株を相補するために必要な活








想される。RF-lによるペプチド鎖解離反応は invitroで再現が可能であり (Ganozaand 
Tomkins， 1970)、hemK遺伝子産物がペプチド鎖解離反応に必要であるという報告はない。
このため、 hemK遺伝子産物は RF-lによるペプチド鎖解離活性に直接関与するというより










































hemK遺伝子のホモログが多くの細菌種に存在すること (図 ト3)を考慮すると、 hemK
遺伝子産物を介した転写調節が他の細菌種においても行われていることが予想される。特
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